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Summary: The aim of this study was to estab1ish an experimental model for fas-
cioliasis in rats and to investigate the relationship between immunochemical changes in the 
blood and histopathological changes in the liver. Experimental infection with Fasciola sp 
was established in Wistar rats of 5-9 weeks old. Direct evidence of infection was obtained 
from ovum positive stools， which appeared at 8 weeks after infection. The findings 
suggested that the parasite had matured to the adult stage in the 1iver. Additional evidence 
included an increase in the levels of GOT and GPT at 3 to 8 weeks and similar increases in 
LAP activity at 4 to 8 weeks after infection. The raised levels of GOT and GPT reflected 
1iver parenchyma damage caused by fluke infestation and elavated LAP provided evidence 
of fluke migration into the bile ducts. 
Marked increases in specific antibody levels were detected by ELISA as early as 1 week 
after infection， and specific immunoprecipitation bands were detected 2 weeks after infec-
tion. Antibody levels reached maximum at 8-10 weeks after infection. These results 
suggest that the ELISA method could be especially useful in the early diagnosis of experi同
mental fascioliasis in rats. 
Direct histopathological analysis of 1ivers at intervals after infection demonstrated that : 
1) metacercariae of Fasciola sp. mature to the adult stage in rats ; 2)invasion into the 1iver 
by the parasite occurred between 2 and 4 weeks; 3) migration to the main bile duct 
occurred between 6 and 8 weeks ; 4)pathological changes in the liver caused by F，出ciolasp. 
in this model were similar to those described for human fascio1iasis. 
In conclusion， the present studies have established a useful model for experimental 
infection with Fasciola sp. in 5-9-week-old rats. In addition a specific micro ELISA for 
antibody to Fasciola sp. has been developed for the early diagnosis of fascio1iasis. The 
process of invasion into the liver and migration into the biliary tract was monitored by the 
measurement of serum enzyme activities release from hepato-biliary foci 
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250 gの約 9週齢のものを用いた.実験期間は昭和 59年
8月 6日から 20週間とし，採血および採便は感染〔メタ




















Polystyrene microtit巴rtrays wer巴 coatedwith 10μg/ml of protein at 4"C for 
12 hours in buffer (0.05 M carbonat巴buffer，pH 9.6 ; 100μ1 per well). 
↓ 
Plates were washed thr巴巴 timeswith PBS (pH 7.4) containing 0.02 % Tween 
20 (PBS-Tw巴巴n)ー
↓ 
Test s巴rum(100μ1)， diluted to 1 : 100 with PBS/Tw巴en/0.2%巴ggwhite 
albumin， were added to the test-wells and plates were incubated at 3TC for 60 
町un
↓ 
Plates were washed again as above 
Conjugate (100μI) (rabbit anti-rat IgG-peroxidase conjugate) at optimal 
dilution (PBS/Tween/Egg albumin) was added and left at 25"C for 30 min. 
Plates were then washed finally as above. 
Enzyme-substrate (100μI) (O-phenylendiamin十 0.05% hydrogen peroxide) 
was add巴dto each well and left at 25"C for 20 min to dev巴lopthe color 
reaction. 
The reaction was inhibited by adding 100μ1 of 3N H2S04 to each well. 
↓ 
Absorbance values were measured at a wavelength of 500 nm 
Fig. 1. ELISA procedures by indirect antibody assay. 
0.1 %食塩水抽出粗抗原として用い蛋白濃度は Lowry PBSで 100倍希釈した血清を 56"C30分間非働化の後
ら8)の方法にて測定した 100μl/well入れ 37"C60分間反応させた.
間接 ELISAの術式は以下の通りで Vollerら9)の方法 ④再び洗浄.
に準じた(Fig.l.). ⑤検体中の抗体に結合させるため至適4)5)に希釈したベ
①肝蛭抗原の固相化 ポリスチレン製トレイ(ダイナテ ノレオキシダーゼ、標識抗ラット IgGウサギ血清(Miles社
ツク;655001)に抗原が至適濃度4)5)，10μg/mlの蛋白量 製〉を 100μl/well入れ 25"C30分間反応させた.
になるように 0.05M炭酸パップアー(pH9.6)で希釈し， ⑥充分に洗浄.
ウエノレあたり 100μlを4"C12時間で固相化した. ⑦基質反応・基質として Oーフェニレンジアミンを
② 0.02 % Tw巴en20加リン酸緩衝食塩水(PBS; pH 0.05 % H202で、活性化させ，100μl/well入れ遮光し 25" 
7.4)で洗浄 C20分間発色させた.
③被検血清の添加・固相化した肝蛭抗原に血清中の特異 ⑧直ちに 3N H2S04を 100μl入れ発色を停止した.
IgG抗体を結合させるため 0.2% egg white albumin加 ⑨ 500 nmで吸光度(O.D.)を測定した.
(590) 土口 岡 豊
CEP術式 (albumin)， Glb(globulin)および A/G比で，血清蛋白の
①寒天平板は 1%アガロース (Difco社製〉加 PBS(pH 分画はセノレローズアセテート膜電気泳動法を用いたが，
7.2)をガラス板に満載し，凝固させたものに直径 4mm 他は全てオートアナライザーで実施した.なお，有意差
の穴を通電と平行の方向に 4mm間隔で平行にあける. の検定には， t検定を用いた.
②陰極側には 3mg/mlとなるように 0.025mlの滅菌蒸 実験II:肝蛭感染に伴う肝臓の経時的病理学的変化
留水に 0.1%食塩水抽出肝蛭抗原を溶解し抗原液として 実験に用いたラットは 24匹で，実験開始時平均体重
入れる 100gの5週齢のものを用いた.実験期間は昭和 63年 10
③陽極側にはラット血清を 0.025ml入れる. 月3日から 16週間で 3匹ずつのグループは， 0， 2， 4， 
④ガラス板の幅 1cm当たり 3mAの割合で通電した 6，8， 10， 12， 16週にそれぞれ病理解剖に供した.肝臓




105 gの5週齢のものを用いた.実験期間は昭和 61年 9
結 果
月9日から 16週間とし 10匹ずつを感染(メタセノレカリ 実験 1: 1.肝蛭感染に伴う ELISAによる血清抗体価
ア投与〉群，対照(非感染〉群とした.採血は両群とも 0- の推移
4週までは 1週毎に，その後は 6，8， 10， 12， 16週にそ 感染前の O.D.値は 0.088士0.034で，感染後 3日目で
れぞれ心臓穿刺により採血し，血清を分離して，肝機能 は0.080土0.048と感染前と有意差を認めなかった.感染
検査および抗体検査に用いた.なお ELISAによる抗体 後 1週目には 0.176士0.026と感染前に比べ有意(P<
測定および虫卵検査は実験 Iと同様の方法で実施した 0.01)な O.D値の上昇を認めた.
肝機能検査項目は， GOT(glutamic oxaloacetic 2週自には 0.271土0.050，3週目には O.316:t 0.093， 
transaminase)， GPT (glutamic pyruvic trans. 4週自には 0.363:t0.048，5週目には 0.414:t0.036，6週
aminase)， LDH(Iactic dehydrogenase)， ALP(alkalin巴 自には 0.482士0.065，7週自には 0.500:t0.056，8週目
phosphatase)， LAp(Ieucin巴aminopeptidase)，γ-GTP こは 0.545土0.067，9週目には 0.591土0.088，10週目に
(gamma glutamyl transpeptidas巴)， cholesterol， bilir. は0.587:t0.100，12週目以降は 0.530土0.079(12週)，
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Weeks after infection 






















減少し3感染後 5-16週目には 65%-70 %となった.好
中球(Neu.)は当初 10-15%であったが，感染後は増加




感染後は急激に増加し，感染後 4-5週目には約 10%を Fig. 3. Results of CEP after infection of F.ωciola sp. 
占めるに至ったが，その後は徐々に減少したが，実験終 Each left well contains Fasciola sp. extract 
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Fig. 4. Fecal examination. 
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Before 1 10 12 14 16 18 20 
Weeks after infection 
Fig. 6. Perc巴ntageof eosinopil after infection of Fasciola sp目
査の関連を知るため，更に 10匹のラットについて検討し 排池状況から，実験Iはほぼ実験 Iと同様の傾向である
た.予め間接 ELISA，虫卵検査により肝蛭感染の成立を ことが実証された.そこで，各週期における肝機能検査
確認した.即ち， ELISAによる O.D.値は感染後 l週目に を実施し次の結呆を得た.
は有意に上昇し， 10週目に最高値に達し，以後 16週目の 1. GOT活性:感染後 3週日から有意(P<0.05)に上
実験終了時まで高値を示した.虫卵検査では感染後8週 昇し始め 8週目で最高値080KU)に達し，対照群(90
目で 3/10匹， 10週目には 8/10匹， 12週目には全てのラ KU)の約 2倍となった.その後は低下し， 12週目以降は
ツトに虫卵の排f世を認めた. 対照群と有意差は認められなくなった(Fig.7.).











0----0 control group 
，ζ」
、 .-- - -、 ι 一一一一一一一」、て，..--・也ーーーーへ，r-----------v
o 1 2 3 4 6 8 10 12 16 
Weeks after infection 
Fig. 7. Mean serum activities of GOT in rats during experimental infections with 
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Fig. 8. Mean s巴rumactivities of GPT in rats during exp巴rimentalinfections with 
Fasciola sp. (※ P<0.05 ※※ P<O.Ol ※※※ P<O.01) 
(593) 
<0.01)に上昇し， 8週目で最高値に達し，対照群の 20 示したが，感染後 10-16週でも対照群より約30G.R.U. 
KU~こ対し 60KU と約 3 倍となったが，その後は低下 高い活性を示していた(Fig.9.). 
じ， 12週目以降は対照群と有意差は認められなくなった 4. A/G比 感染後6週目より有意(P<O.OO1)に低下
(Fig. 8.). し， 10週自には1.22となり，その後も 16週自主で対照
3. LAP活性 感染後4週目より活性上昇が見られ， 8 群より有意の低下を認めた(Fig.10.).このA/G比の有
週日にはピークに達し，対照群の 150G.R.U.に対し， 210 意な低下は， 6週日以降の Albの有意な低下およびGlb
G.R.Uと有意(P<0.05)上昇し，その後は低下の傾向を の有意上昇によるものであった(Fig.11.) 
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Fig. 9. Mean serum activities of LAP in rats during experimental infections with 
F ascio!a sp. C※ P<O.05) 
1.6 
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Fig. 10. M巴anserum A/G ratio in rats during experim巴ntalinfections with Fascio!a 
sp. (※ P<0.05 ※※※ P<O.OOl) 
5. その他:LDH， ALP，γ-GTP， cholesterol，biliru. 
bin，およびChEに関しては，いずれも一定の傾向は見い
だせなかった.
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Fig. 1. Mean serum Alb， Glb 1巴V巴Isin rats during experimental infections with 
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Fig. 12. Summary of c1inical profile changes in rats 中の幼若肝蛭によってひきおこされたと思われる穿孔ま





被膜面に見られ，出血斑や壊死斑が肝の深い部分に見ら CPlate 2. ). 
豊岡土日(596) 
Table 1. Histological findings of livers in rats infected with Fasciola sp. 































































































































+ : mild 
肝蛭症は人畜共通寄生虫病(Parasiticzoonoses)とし
Explanation of plates 
Plate 1. At week 10， the main bil巴ductsof the hilus showed a fusiform dilation and contained interleaved adult 
Fasciola sp. 
Plat巴 2.Histological pictur巴 ofthe 1iv巴rat week 2 in a rat treated with oral administration of metacercariae 
。fFasciola sp.， showing a fluke with c巴1infiltration in the subcapsule of the liver. (HE x 40) 
Plate 3. Histological picture of the liver at week 2 aft巴rthe oral administration， showing prominent inflamma田
tory ce11 infiltration with liver ce1 necrosis目(HE x40) 
Plate 4. Higher magnification of Plate 3.， showing remarkable ce11 infiltration. (HE x 100) 
実験的ラット肝蛭症の免疫診断学的および病理学的研究 (597) 








































































Plate 5. Histological picture of th巴liv巴rat week 4 after the oral administration， showing the necrotic area with 
infilammatory cel1 infiltration surrounded by thin fibrous tissue目 (HE x40) 
Plate 6. Histological pictur巴 ofth巴 liverat week 8 aft巴rthe oral administration， showing sever巴 fibrosis，
regenerative nodules and ps巴udolobuleformation surrounded by fibrous tissue. A fluk巴isseen in the 
main bil巴 duct.(HE x 40) 
Plat巴 7.Histological picture of the liver at week 10 after the oral administration. Necrotic lesion surrounded 
by thick fibrous tissue and bi1e duct proliferation are se巴nwith infilammatory cel1 infi1tration. (HE 
X40) 
Plate 8. Histological picture of the liv巴rwith a main bile duct at week 16 after the oral administration 



































































transferase( y-GT)に反映され，感染後 7週に上昇し， 15
週には低下したと述べている.

















































































肥大は感染後 6週で現れたと述べている.また， こしていた.これより若干遅れて LAPの活性上昇が認
Thrope聞はラットにおける肝蛭感染の病理的特徴は肝 められた.即ちこの時期には肝蛭は胆管に達して，成熟
臓の線維化と胆管の肥大であると述べている. し胆管は肥厚し， 8~12 週に虫卵の排粧を認めた.この時
肝蛭による肝病変は感染初期には肝蛭幼若虫の肝実質 抗体価は最高に達していた.肝機能障害により Alb.が低
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